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Abstract 


The invention relates to a process for determination of albumin in a sample containing free haemoglobin by 
optical measurement at at least two wave lengths. According to said process, (a) a measuring signal which 
is sufficiently high for determination is provided at a first measuring wave length; (b) (i) no measuring signal 
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Verfahren zur Beseitigung von Hamoglobin-Storungen bei der 
Bestixnmung von Albumin 

s Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
mung von Albumin in einer freies Hamoglobin enthaltenden Probe 
durch optische Messung. 

10 

BekanntermaSen wird die nichtimmunologische Bestimmung von 
Albumin in Serum und Plasma (z.B. mittels Bromcresolgrun-Me- 
thode) durch Hamoglobin (Hb) und Hamoglobin-analoge Verbin- 
dungen derart gestort, daft bei Anwesenheit dieser Storsubstan- 
ls zen falsch erhohte Albuminwerte erhalten werden . Die Ursache 
hierfur liegt in einer Reaktion von Hamoglobin mit dem Farb- 
stoff, wodurch Hb quantitativ als Albumin erfaSt wird (Doumas 
et al, Clin. Chim. Acta 31, 87-96 (1971)). 

20 Im Patent EP 0 268 025 Bl wird darauf verwiesen, daS die Hb- 
Storung des Albumin-Tests nicht durch eine konvent ionelle 2- 
Punkt -Messung beseitigt werden kann . Es wird jedoch vorge- 
schlagen, aus dem Zusammenhang zwischen Hamolysegrad und MeS- 
fehler einen Korrekturf aktor zu ermitteln und mit dessen Hilfe 

2s (im AnschluS an eine separate Bestimmung des Hamolysegrades ) 
das fur eine bestimmte Probe erhaltene fehlerhafte Albumin- 
ergebnis rechnerisch zu korrigieren. 

Jay und Provasek (Clin. Chem. 39/9, 1804-1810 (1993)) t, e _ 
30 schrieben, daS in ihrem Labor bei jeder erkennbar hamolyti- 
schen Probe der Hb-Gehalt dieser Probe separat bestimmt und 
uber ein Computerprogramm das (verf alschte) Ergebnis der Ana- 
lytbestimmung rechnerisch korrigiert wird. Die Hohe dieser 
Korrektur wird anschlieSend auf dem Analysenbef und angegeben. 

35 

Eine weitere Moglichkeit zur Korrektur der Hb-Storung fur 
Albumin beschreibt die Of f enlegungsschrif t DE 4427492 Al . Hier 
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entfallt eine separate Bestimmung des Hamolysegrades, da die- 
ser aus einer der eigentlichen Hauptreakt ion vorgeschalteten 
Vorreaktion abgeleitet werden kann. Nach dem sogenannten 
Rate plu3 -Verf ahren wird das in der Hauptreakt ion erhaltene Mefi- 
s ergebnis unter Ausnutzung eines gefundenen Zusammenhanges 
zwischen Hamolysegrad und Storbeitrag rechnerisch korrigiert. 

In den bisher beschriebenen Methoden zur Beseitigung der Hb- 
Storung bei Albumin-Bestimmungen ist generell eine rechne- 

io rische Korrektur des Analysenergebnisses urn einen dem Hb-Ge- 
halt entsprechenden Betrag erf orderlich . Dabei wird der Hb- 
Gehalt bzw. Hamolysegrad entweder durch separate Messung (z.B. 
durch Mult iwellenlangenanalyse Oder eine unabhangige Methode) 
ermittelt oder durch eine Vorreaktion abgeleitet, wobei immer 

is ein 2 -Reagenzien-Test erforderlich ist. 

Die Bestimmung von Albumin erfolgt derzeit jedoch haufig als 
1-Punkt- Messung mittels eines Monoreagenzes , wobei die Farb- 
reaktion durch Vermischen von Probe und Reagenz gestartet wird 

20 (z.B. Albumin-Reagenz der Fa. Boehringer Mannheim GmbH). Der 
Vorteil einer solchen Bestimmung ist neben der einfachen Hand- 
habung auch ein niedriger Preis. Aufwendig ist jedoch die 
Beseitigung der Hb-Storung: Entweder Monoreagenz und separate 
Ermittlung des Hb-Gehaltes oder ein 2 -Reagenzien-Test und 

25 Vermeidung einer separaten Ermittlung des Hb-Gehaltes. In 
jedem Fall muS das erhaltene Analysenergebnis anschliefiend 
rechnerisch korrigiert werden. 

Daruber hinaus wird bei der Bestimmung von Hamoglobin enthal- 
30 tenden Serum- oder Plasmaproben die Haupt reaktion (Albumin mit 
dem Testreagenz) durch eine Storreaktion (Hamoglobin mit dem 
Testreagenz) und einer im Zusammenhang mit der Storreaktion 
verbundenen Abnahme des Absorpt ionssignals ■ on Hamoglobin 
selbst uberlagert . Zusatzlich unterscheiden s .;h die Absorp- 
35 tionsspektren sowohl der Hauptreakt ion als auch der Storreak- 
tion in der Abhangigkeit von den jeweils verwendeten Albumin- 
test reagenz ien . 
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Uberraschend wurde gefunden, daft der EinfluiS der Storreaktion 
auf das Ergebnis der Hauptreakt ion abhangig ist von der Kom- 
bination der verwendeten Mefiwellenlangen und daruber hinaus 
auch von der Reaktionszeit . 

5 

Die Beseitigung der Hamoglobinstorung bei der Bestimmung von 
Albumin ist damit sehr komplex, da es sich hierbei nicht urn 
ein Storsignal im ublichen Sinn handelt, das uber eine ein- 
fache bichromatische Messung bzw. uber eine einfache Messung 

10 des Probenleerwerts beseitigt werden kann. Vielmehr reagiert 
die Storsubstanz, d. h. natives, vernetztes, polymerisiertes 
Oder rekombinant hergestelltes Hamoglobin, selbst direkt mit 
dem Reagenz. Es muS daher nach MeSwellenkombinationen gesucht 
werden, bei denen diese Storreaktion eindeutig von der eigent- 

i5 lichen Hauptreakt ion unterscheidbar ist. 

Gelds t wurde diese Aufgabe durch Veranderung der Kombination 
von MeSwellenlangen, d. h. Haupt- und der NebenmeSwellenlange , 
bei einer bichromatischen Messung. Uberraschenderweise wurde 

20 gefunden, daS bei veranderten Kombinat ionen von Wellenlangen 
sich ein durch freies Hamoglobin in der Probe hervorgeruf ener 
MeSfehler weitgehend unterdrucken lafit (siehe Abb. 1, 3, 4, 5, 
7, 8, 10 und 11). Bei diesen Wellenlangenkombinationen, die im 
allgemeinen nicht im Absorptionsmaximum der Testreagenzien 

25 liegen, andert sich das MeSsignal einer hamoglobinhal t igen 
Probe zeitabhangig, wahrend das Mefcsignal einer hamoglobin- 
freien Probe im wesentlichen konstant bleibt. 

Dieser Effekt wird jedoch nicht beobachtet bei der ublicher- 
30 weise zur Bestimmung von Albumin verwendeten Wellenlangenkom- 
bination, d.h. einer Hauptwellenlange von 600 nm und einer 
Nebenwellenlange von 700 nm. Hier findet man einen hohen Mefc- 
fehler bei einer Hamoglobin-haltigen Probe gegenuber einer 
Hamoglobin-f reien Probe (vgl . Abb. 2, 6 und 9). 



35 



Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Ver- 
fahren zur Bestimmung von Albumin in einer freies Hamoglobin 
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enthaltenden Probe durch optische Messung bei mindestens zwei 
Wellenlangen, dadurch gekennzeichnet , date 

(a) bei einer ersten MeSwellenlange ein zur Bestimmung aus- 
reichend hohes MeSsignal fur Albumin vorliegt, 

(b) bei einer zweiten MeSwellenlange (i) kein MeSsignal fur 
Albumin oder (ii) eine im Vergleich zum MeSsignal bei der 
ersten MeSwellenlange geringeres MeSsignal fur Albumin 
vorliegt und 

(c) bei der ersten und bei der zweiten MeSwellenlange ein 
vergleichbar hohes Storsignal vorliegt, das durch eine 
Reaktion von Hamoglobin mit dem zur Bestimmung von Albu- 
min verwendeten Testreagenz erzeugt wird und das sich 
zeitabhangig andert . 

Fur das erf indungsgemaSe Verfahren wird eine MeSwellenlangen- 
kombination verwendet, wobei bei einer ersten MeSwellenlange 
ein zur Bestimmung ausreichend hohes MeSsignal fur Albumin 
vorliegt. Dabei ist anzumerken, daS die erste MeSwellenlange 
nicht mit Absorpt ionsmaximum der verwendeten Testreagenzien 
liegen muS, sondern vorzugsweise sogar auSerhalb des Absorp- 
tionsmaximums liegt. Bei der zweiten MeSwellenlange liegt ein 
s MeSsignal fur Albumin vor, das deutlich geringer als das Si- 
gnal bei der ersten MeSwellenlange ist. Vorzugsweise ist das 
MeSsignal bei der ersten MeSwellenlange mindestens 2 0 mE und 
besonders bevorzugt mindestens 50 mE hoher als bei der zweiten 
MeSwellenlange . 

o 

Weiterhin soil bei der ersten und bei der zweiten MeSwellen- 
lange in vergleichbar hohes Storsignal vorliegen, welches 
sich 2 .tabhangig andert. Vorzugsweise wird daher bei einer 
Einpun^c messung der MeSpunkt so gewahlt, daS das durch die 
s Reaktion von Hamoglobin mit dem Testreagenz verursachte Stor- 
signal bei der ersten und bei der zweiten MeSwellenlange 
gleich oder annahernd gleich groS ist. 
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Bei einer Mehrpunktmessung , z.B. einer Zweipunktmessung (2- 
Reagenzientest mit Messung des Probenleerwerts und des Analyt- 
werts) werden die MeSpunkte vorzugsweise so gewahlt, daE unter 
Berucksichtigung des Verdunnungsf aktors aus den Pipettiervolu- 
s mina der Einzelreagenzien das Storsignal bei den MeSzeitpunk- 
ten, z.B. beim ersten und beim zweiten MeSzeitpunkt , gleich 
Oder annahernd gleich groS ist. Die Mehrpunktmessung wird 
vorzugsweise als Endpunktmessung durchgef iihrt , obwohl 
kinetische Messungen auch moglich sind. 



10 



Die Bestimmung des Albumingehalts nach dem erf indungsgemaSen 
Verfahren erfolgt durch optische Messung uber eine Farbstoff- 
reaktion. Vorzugsweise erfolgt die Bestimmung des Albuminge- 
halts nach der Bromcresolgriin- oder Bromcresolpurpur-Methode . 



is 



Durch Untersuchungen konnten bisher fur die Bestimmung von 
Albumin mit der Bromcresolgrun-Methode und einem Succinatpuf- 
fer drei bevorzugte Kombinationen von MeSwellenlangen ermit- 
telt werden. Bei einer ersten bevorzugten Ausf iihrungsf orm 

20 fuhrt man die Bestimmung bei einer ersten MeSwellenlange von 
560 bis 600 nm, insbesondere von 560 bis 580 nm, besonders 
bevorzugt von 570 ± 5 nm und am meisten bevorzugt von ca . 570 
nm und bei einer zweiten MeSwellenlange von 54 0 bis 552 nm, 
besonders bevorzugt von 546 ± 5 nm und am meisten bevorzugt 

25 von ca. 54 6 nm durch. 



In einer zweiten bevorzugten Ausf iihrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung wird eine erste MeSwellenlange von 64 0 bis 680 nm, 
besonders bevorzugt von 660 ± 5 nm und am meisten bevorzugt 
30 von ca. 660 nm und eine zweite MeSwellenlange von 4 70 bis 
490 nm, besonders bevorzugt von 480 ± 5 nm und am meisten 
bevorzugt von ca . 480 nm verwendet . 

In einer dritten bevorzugten Ausf iihrungsf orm der vorliegenden 
as Erfindung wird eine erste MeSwellenlange von 620 bis 640 nm, 
besonders bevorzugt von 630 ± 5 nm und am meisten bevorzugt 
von 630 nm und eine zweite MeSwellenlange von 590 bis 610 nm. 
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besonders bevorzugt von 600 + 5 nm und am meisten bevorzugt 
von ca. 600 nm verwendet . 

Fur die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolgrun-Methode 
s und einem Citrat -Puf f er wird bevorzugt eine erste MeSwellen- 
lange von 560 bis 58 0 nm, besonders bevorzugt von 570 ± 5 nm 
und am meisten bevorzugt von ca. 570 nm und eine zweite MeS- 
wellenlange von 490 bis 52 0 nm, besonders bevorzugt von 505 ± 
5 nm und am meisten bevorzugt von ca . 505 nm verwendet. 

10 

Bei der Verwendung anderer Testreagenzien oder/und anderer 
Puf f ersubstanzen kann der Fachmann durch einfache Versuche, 
z.B. die Analysen von Diodenarray-Spektren und zei tabhangige 
Absorptionsmessungen, weitere geeignete We 1 1 enl angenkomb i na - 
is tionen identif izieren. 

Mit Hilfe dieser Wellenlangenkombinat ionen wird iiberraschen- 
derweise bei Messung einer Hamoglobin enthaltenden Probe ein 
zumindest weitgehend unverf alschter Wert fur die Albuminkon- 

20 zentration in der Probe erhalten, der anschlieSend nicht mehr 
rechnerisch korrigiert werden muS. Durch das erf indungsgemaSe 
Verfahren kann eine Wiederf indung von Albumin im Bereich von 
100 ± 10% und vorzugsweise von 100 ± 5% erreicht werden, ins- 
besondere bei Albuminwerten im unteren medizinischen Entschei- 

25 dungsbereich von ca. 3,5 g/dl. 

Die optimale Reaktionszeit fur das erf indungsgemaSe Verfahren 
kann durch einfache Vorversuche aus einem Absorpt ions/Zeit - 
Diagramm, in dem der Reakt ionsverlauf dargestellt ist, abge- 

30 leitet werden und liegt im allgemeinen im Bereich von 0,2 - 
10 min. Fur die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolgrun- 
Methode in einem Succinat - Puf f r wurde bei einer Probe, die 
Hamoglobin aus Hamolyse enthalt. f estgestellt , date bei Messung 
bei der Wellenlangenkominat ion (a) das Mefisignal innerhalb 

35 einer Reaktionszeit von 1-10 min im wesentlichen konstant 
bleibt, so daS die Messung zu beliebigen Zeitpunkten innerhalb 
dieses Bereichs oder gegebenenf alls auch danach erfolgen kann. 
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Bei einer Probe, die als Blutersatzmittel ein vernetztes Hamo- 
globin, z.B. Diaspirin- crosslinked (DCL) Hamoglobin enthalt, 
fuhrt man eine Einpunktmessung mit einem Monoreagenz bei der 
Wellenlangenkombination (a) vorzugsweise nach einer Reaktions- 
5 zeit von 3-10 min, besonders bevorzugt von 5-7 min und am 
meisten bevorzugt von ca. 6 min durch. Bei der Wellenlangen- 
kombination (b) fiihrt man hingegen die Messung vorzugsweise 
nach einer Reakt ionszei t von 1-4 min, besonders bevorzugt 
von 2-3 min und am meisten bevorzugt von ca. 2,5 min nach 
10 dem Reakt ionss tart durch. 



Bei einer Probe, die als Blutersatzmittel rekombinant herge- 
stelltes Hamoglobin enthalt, wird eine Einpunktmessung mit 
einem Monoreagenz bei der Wellenlangenkombination (a) vorzugs- 
is weise nach einer Reakt ionszei t von 1-3 min, besonders bevor- 
zugt nach 1-2 min und am meisten bevorzugt nach ca . 1,5 min 
durchgef uhrt . Bei der Wellenlangenkombination (b) erfolgt eine 
Einpunktmessung vorzugsweise nach einer Reakt ionszei t von 1 - 
4 min . 

20 

Fur die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolgriin-Methode 
in einem Citrat -Puf f er wird bei einer Probe, die DCL-Hamoglo- 
bin enthalt, die Analytwert -Messung bei einem Monoreagenz 
vorzugsweise nach 20 bis 90 sec und besonders bevorzugt nach 
25 30 bis 60 sec und bei einem 2 -Reagenzientest vorzugsweise nach 
0,2 bis 5 min nach Zugabe von Reagenz 2 (Startreagenz ) durch- 
gef uhrt. 



Auch fur die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolpurpur- 
30 Methode konnten zwei bevorzugte Kombinationen von Me&wellen- 
langen ermittelt werden, bei der eine Storung durch freies 
Hamoglobin in der Probe weitgehend beseitigt werden kann. Bei 
einer ersten bevorzugten Ausf uhrungsf orm fuhrt man die Bestim- 
mung bei einer ersten MeSwellenlange von 560 bis 580 nm, be- 
35 sonders bevorzugt von 570 ± 5 nm und am meisten bevorzugt von 
ca. 570 nm und bei einer zweiten MeSwellenlange von 490 bis 
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520 rim, besonders bevorzugt 505 ± 5 nm unci am meisten bevor- 
zugt von ca. 5 05 nm durch . 

Bei einer zweiten bevorzugten Ausf tihrungsf orm der vorliegenden 
s Erfindung wird eine erste MeSwellenlange von 560 bis 580 nm, 
besonders bevorzugt von 570 ± 5 nm und am meisten bevorzugt 
von ca. 570 nm und eine zweite Metewellenlange von 540 bis 
5 52 nm, besonders bevorzugt von 546 + 5 nm und am meisten be- 
vorzugt von ca. 54 6 nm verwendet . 

10 

Bei einer Probe, die als Blutersat zmittel ein vernetztes Hamo- 
globin, z.B. DCL-Hamoglobin enthalt, wird die Analytwert -Mes - 
sung bei einem 2 -Reagenzientest vorzugsweise 0,2 bis 8 min, 
besonders bevorzugt ca. 5 min nach Zugabe von Reagenz 2 

is (Startreagenz) durchgef iihrt . Die Probenleerwert -Messung wird 
bei der ersten Wellenlangenkombinat ion (570/546 nm) vorzugs- 
weise 1 bis 4 min, besonders bevorzugt ca. 2,5 min nach Zugabe 
von Reagenz 1 zur Probe durchgef iihrt . Bei der zweiten Wellen- 
langenkombinat ion erfolgt die Probenleerwertmessung vorzugs- 

20 weise 0,2 bis 4 min, besonders bevorzugt 0,2 bis 1 min und am 
meisten bevorzugt ca . 0,5 min nach Zugabe von Reagenz 1 zur 
Probe . 

Entscheidend fiir das erf indungsgemaSe Verfahren ist jedoch die 
25 neuartige Kombination von Haupt- und MeSwel lenlange . Die Mes- 
sung bei unterschiedlichen optimalen Me&zei tpunkten fur ver- 
schiedene Hb-Arten kann jedoch zu einer weiteren Verringerung 
des MeSfehlers verwendet werden. 

30 Auf diese Weise ist es erstmals moglich, ohne zusatzliche 
Ermittlung des Hamoglobingehaltes oder Hamolysegrads und ohne 
anschliefiende rechnerische Korrektur eines durch Hamoglobin 
verfalschten Analysenergebnisses den korrekten Albumingehal t 
in nur einem Mefischritt, d.h. als 1 - Punkt -Messung zu bestim- 

3s men. Ein weiterer entscheidender Vorteil ist es, dafS die Be- 
st immung korrekter Albuminwerte auch mit einem Monoreagenz 
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moglich ist. Dies ist mit erheblichen Handhabungs- und Preis- 
vorteilen verbunden . 

Ein 2 -Reagenzientest kann weiterhin verwendet werden, ist 
s jedoch nicht mehr zwingend erf orderlich . Aber auch fur einen 
2 -Reagenzientest ergibt sich durch die vorliegende Erfindung 
der Vorteil, daS die Ermittlung des Hamolysegrades mit an- 
schlieSender rechnerischer Korrektur der durch Hamoglobin 
verfalschten Megwerte fur Albumin vermieden werden kann. 



10 



Als Hamoglobin-enthaltende Proben werden iiblicherweise Serum- 
oder Plasmaproben verwendet. Dabei ist anzumerken, da£ die 
Bezeichnung "freies Hamoglobin" im Sinne der vorliegenden 
Erfindung sich sowohl auf hamolytische Proben als auch auf 
is Proben bezieht, denen eine Hamoglobin-analoge Verbindung als 
Blutersatzmittel , z.B. ein modif iziertes , polymerisiertes 
oder/und quervernet ztes Deri vat von Human- oder Rinderhamoglo- 
bin, z.B. Diaspirin-crosslinked (DCL) -Hamoglobin, oder auch 
ein rekombinant hergestelltes Hamoglobin zugesetzt worden ist. 



20 



25 



Bevorzugt ist es auSerdem, dafi das erf indungsgemaSe Verfahren 
an einem Analyseautomaten durchgefuhrt wird. Ein Beispiel fur 
einen geeigneten Analyseautomaten ist das Boehringer Mann- 
heim/Hitachi 717-Gerat . 

Weiterhin soil die vorliegende Erfindung durch Abbildungen und 
Beispiele erlautert werden. 

Es zeigen: 



30 



Abb. 1 den zei tabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer MeSwellenlangenkombination 546/570 nm (Succi- 
natpuffer) in Anwesenheit von vernetztem Hamoglobin 
35 (DCL-Hb) gemafi vorliegender Erfindung, 
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Abb. 2 den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer MeSwellenlangenkombinat ion 700/600 nm (Succi- 
natpuffer) in Anwesenheit von vernetztem Hamoglobin 
s (DCL-Hb) gemaS dem Stand der Technik, 

Abb. 3 den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Best immung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer MeSwellenlangenkombinat ion 546/570 nm (Succi- 
io natpuffer) in Anwesenheit von rekombinant herge- 

stelltem Hamoglobin gemaS vorliegender Erfindung und 

Abb. 4 den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
is einer MeSwellenlangenkombination 546/570 nm (Succi- 

natpuffer) in Anwesenheit von Hamoglobin aus Hamo- 
lyse gemaS vorliegender Erfindung, 

Abb. 5 den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
20 Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 

einer MeSwellenlangenkomination 480/660 nm (Succi- 
natpuffer) in Anwesenheit von DCL-Hamoglobin gemaS 
vorl iegender Erfindung , 

25 Abb. 6 den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer MeSwellenlangenkombinat ion 700/600 nm (Citrat- 
puffer) in Anwesenheit von DCL- Hamoglobin gemaS dem 
Stand der Technik, 

30 

Abb. 7 den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz bei 
einer MeSwellenlangenkombination 505/570 nm (Citrat- 
puf fer) in Anwesenheit von DCL-Hamoglobin gemaS vor- 
35 1 iegender Erfindung, 
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Abb. 8 den zei tabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin mit einem Zweireagenzientest 
bei einer MeSwellenlangenkombinat ion 505/570 nm (Ci- 
tratpuffer) in Anwesenheit von DCL-Hamoglobin gemaS 
s vorliegender Erfindung, 

Abb. 9 den zei tabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin nach der Bromcresolpurpur- 
Methode mit einem Zweireagenzientest bei einer MeS- 
io wellenlangenkombination 700/600 nm in Anwesenheit 

von DCL-Hamoglobin gemaS dem Stand der Technik, 

Abb. 10 den zei tabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
Bestimmung von Albumin nach der Bromcresolpurpur- 
15 Methode mit einem Zweireagenzientest bei einer MeS- 

wellenlangenkombinat ion 505/570 nm in Anwesenheit 
von DCL-Hamoglobin gemafi vorliegender Erfindung, 

Abb. 11 den zei tabhangigen Verlauf des MeSsignals bei der 
20 Bestimmung von Albumin nach der Bromcresolpurpur- 

Methode mit einem Zweireagenzientest bei einer MeS- 
wellenlangenkombinat ion 546/570 nm in Anwesenheit 
von DCL-Hamoglobin gemaE vorliegender Erfindung, 

25 Abb. 12 ein Diodenarray-Spektrum fur die Bestimmung von Al- 
bumin mit einem Monoreagenz (Succinatpuf f er) und 

Abb. 13 ein Diodenarray-Spektrum fur die Bestimmung von Al- 
bumin mit einem Monoreagenz (Citratpuf f er) . 

30 

Beisoiel 1 

Es wurde eine Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz 
nach der Bromcresolgrun-Methode (Doumas et al . , Clin. Chim. 
35 Acta 31 (1971), 87-96) in einem Succinatpuf fer durchgef uhrt . 
Als Reagenz wurde verwendet: 
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Succinatpuf f er 75 mmol/1, pH 4,2; 0,15 mmol/1 Bromcresolgrun 

Die Testdurchf uhrung war wie f olgt : 

s Zu 3 /zl Probe wurden 350 fil Reagenz gegeben und dann der zeit- 
abhangige Verlauf des MeSsignals (mE) bestimmt. 

Die Bestimmung erfolgte in einem Boehringer Mannheim/Hitachi 
717 -Analysegerat unter Verwendung der MeSwellenlangenkombina- 
io tionen 700/600 nm (Stand der Technik) sowie 546/570 nm bzw. 
480/660 nm (Erf indung) . 

Der zeitabhangige Verlauf des MeSsignals fur Proben ohne Hamo- 
globin, mit 1000 mg/dl Hamoglobin und mit 2000 mg/dl Hamoglo- 
15 bin in Form von vernetztem Hamoglobin (DCL-Hb) ist fur die 
Wellenlangenkombination 546/570 nm in Abb. 1 und fur die Wel- 
lenlangenkombination 700/600 nm in Abb. 2 dargestellt. 

Es ist zu erkennen, date bei der Wellenlangenkombination 
20 54 6/570 nm mit zunehmender Reakt ionsdauer eine Abnahme des 
MeSsignals bei den hamoglobinhalt igen Proben gefunden wird, 
wahrend das MeSsignal fur die Probe ohne Hamoglobin im wesent- 
lichen konstant bleibt. Die bevorzugte Reaktionsdauer, bei der 
das MeSsignal dem Signal einer Hb-freien Probe encspricht, ist 
2s ca. 5-7 min. Abb. 2 zeigt, dafi bei Verwendung der MeSwellen- 
langenkombination 700/600 nm sowohl die Signale der hamoglo- 
binfreien Probe als auch die Signale der Hamoglobin enthalten- 
den Proben im wesentlichen konstant bleiben. 

30 In Tabelle 1 ist die prozentuale Wiederf indung des Albuminge- 
halts in Proben mit unterschiedlichem Hamoglobingehalt ge- 
zeigt . Bei der MeSwellenlangenkomi nation 700/600 nm gemaS 
Stand der Technik (Messung nach eine. Reaktionsdauer von 80 s) 
wurde mit zunehmendem Hamoglobingehalt eine starke MeSwertver- 

35 falschung f estgestellt . Bei den erf indungsgemaSen MeSwellen- 
langenkombinationen 546/570 nm (Messung nach einer Reaktions- 
dauer von 340 s) und 480/660 nm (Messung nach einer Reaktions- 
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dauer von 14 0 s) wurde hingegen eine vom Hamoglobingehal t der 
Probe unabhangige Wiederf indung von 100 ± 2 % erreicht . 

Abb. 3 zeigt den zei tabhangigen Verlauf des MeSsignals fur 
Proben ohne Hb sowie mit 1000 bzw. 2000 mg/dl rekombinant 
hergestelltem Hamoglobin fur die Wellenlangenkombinat ion 
546/570 nm. Die bevorzugte Reakt ionsdauer ist ca . 1-2 min. 

Abb. 4 zeigt den zei tabhangigen Verlauf des MeSsignals fur 
Proben ohne Hb sowie mit 1000 mg/dl Hamoglobin aus Hamolyse . 

Abb. 5 zeigt den zeitabhangigen Verlauf des MeSsignals fur 
Proben ohne Hb sowie mit 1000 mg/dl bzw. 2000 mg/dl Hb bei der 
erf indungsgemaSen MeSwel lenkombination 480/660 nm. Die bevor- 
zugte Reakt ionsdauer , bei der das MeSsignal der DCL-Hb-halt i - 
gen Probe dem Signal einer Hb-freien Probe entspricht ist ca . 
1-3 min. 

Bei Proben, die Hamoglobin aus Hamolyse oder rekombinant her- 
gestelltes Hamoglobin enthalten, konnte unter Verwendung der 
erf indungsgemaSen Wellenlangenkombinat ion 480/660 nm ebenfalls 
eine gute Entstorung erreicht werden. 

Beispiel 2 

Es wurde eine Bestimmung von Albumin mit einem Monoreagenz 
nach der Bromcresolgrun-Methode in einem Citratpuffer 
(95 mmol/1, pH 4,1; 0,11 mmol/1 Bromcresolgrun ; Detergenz) 
durchgef iihrt . 

Die Testdurchf uhrung war wie in Beispiel 1 beschrieben. Die 
Bestimmung erfolgte unter Verwendung von MeSwellenlangenkom- 
binationen 700/600 nm (Stand der Technik) und 505/570 nm (Er- 
findung) sowie einem Mefizeitpunkt von 80 s {Stand der Technik) 
und 40 - 60 s, bevorzugt 50 s nach Reakt ionsstart (Erf indung) . 
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Der zeitabhangige Verlauf des MeSsignals fur Proben ohne Hamo- 
globin, mit 1000 mg/dl Hamoglobin und mit 2000 rng/dl Hamoglo- 
bin in Form von DCL-Hamoglobin ist fur die Wellenlangenkom- 
bination 700/600 nm in Abbildung 6 und fur die Wellenlangen- 
s kombination 505/570 nm in Abbildung 7 dargestellt . 

Es ist zu erkennen, date bei der erf indungsgemaSen Wellenlan- 
genkombinat ion 505/570 nm mit zunehmender Reaktionsdauer eine 
Abnahme des MeSsignals bei den hamoglobinhal t igen Proben ge- 
io funden wird, wahrend das MeSsignal fur die Probe ohne Hamoglo- 
bin im wesentlichen konstant bleibt . Bevorzugte Reaktionsdau- 
er, bei der das MeSsignal dem Signal einer Hb-freien Probe 
entspricht, ist ca. 20 - 90 s. 

is In Tabelle 2 ist die prozentuale Wiederf indung des Albuminge- 
halts in Proben mit unterschiedlichem Hamoglobingehal t ge- 
zeigt . Bei der erf indungsgemafien MeSwellenlangenkombination 
505/570 nm (Messung nach einer Reaktionsdauer von 60 s) wurde 
eine vom Hamoglobingehal t der Probe unabhangige Wiederf indung 

20 von 100 ± 5 % erreicht, wahrend bei der Meftwellenkombinat ion 
700/600 nm des Standes der Technik bei zunehmendem Hamoglobin- 
gehalt eine starke MeSwertverf alschung festgestellt wurde. 

Bei Proben, die Hamoglogin aus Hamolyse oder recombinant her- 
2s gestelltes Hamoglobin enthalten, konnte unter Verwendung der 
erf indungsgemaSen Wellenlangenkombinat ion ebenfalls eine gute 
Entstorung erreicht werden. 

Beispiel 3 

30 

Es wurde eine Bestimmung von Albumin nach der Bromcresolgrun- 
Methode in einem Citratpuffer mit einem 2 -Reagenzientest 
durchgef uhrt . Als Reagenzien wurden verwendet: 

35 Reagenz 1: Citratpuffer 95 mmol/1, pH 4,1; Detergenz 

Reagenz 2: Citratpuffer 95 mmol/1, pH 4,1; 

0,66 mmol/1 Bromcresolgriin ; Detergenz 
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Die Testdurchf uhrung war wie folgt : 
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Zu 3 fil Probe wurden 250 fil Reagenz 1 gegeben und ca . 4,5 min 
danach der Probenleerwert E, gemessen. AnschlieSend wurden 50 
s nl Reagenz 2 zugegeben und 0,5 min danach der AnalytmeSwert E 2 
gemessen. Aufierdem wurde wahrend der gesamten Zeit der zeit- 
abhangige Verlauf des Mefisignals bestimmt. Die Bestimmung 
erfolgte an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 717 -Analysenge- 
rat unter Verwendung der MeSwellenlangenkombination 505/570 nm 
10 (Erfindung) . Als Vergleich diente das in Beispiel 2 erwahnte 
Monoreagenz unter Verwendung der Mefiwellenlangenkombination 
700/600 nm (Stand der Technik) . 

Der zeitabhangige Verlauf des Mefcsignals fur Proben ohne Hamo- 
is globin, mit 1000 mg/dl Hamoglobin und mit 2000 mg/dl Hamoglo- 
bin in Form von DCL-Hamoglobin ist fur die erf indungsgemafce 
Wellenlangenkombination von 505/570 nm in Abb. 8 dargestellt. 

Es ist zu erkennen, daS bei einer Wellenlangenkombination von 
20 505/570 nm eine Abnahme des MeSsignals bei den hamoglobinhal - 
tigen Proben gefunden wird. Die bevorzugten MeSzeitpunkte 
werden so gewahlt, daS unter Beriicksicht igung des Verdunnungs- 
faktors aus den Pipettiervolumina das durch Hamoglobin verur- 
sachte Storsignal an beiden MeSpunkten gleich hcch ist. Vor- 
25 zugsweise wird daher E, (Probenleerwert) ca. 4,5 m i n nach 
Zugabe von Reagenz 1 zur Probe und E 2 (Analytwert) ca . 0,5 min 
nach Zugabe von Reagenz 2 gemessen. 

In Tabelle 3 ist die prozentuale Wiederf indung des Albuminge- 
30 halts in Proben mit unterschiedlichem Hamoglobingehalt ge- 
zeigt. Bei der erf indungsgemaSen Mefiwellenlangenkombination 
505/570 nm wurde eine vom Hamoglobingehalt der Probe unabhan- 
gige Wiederf indung von 100 ± 2 % erreicht, wahrend bei der 
Mefcwellenkombination 700/600 gemaJS dem Stand der Technik mit 
35 zunehmendem Hamoglobingehalt eine starke MeSwertverf alschung 
festgestellt wurde. 
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Bei Proben, die Hamoglogin aus Hamolyse oder rekombinant her- 
gestelltes Hamoglobin enthalten, konnte unter Verwendung der 
erfindungsgemaSen Wellenlangenkombinat ion ebenfalls eine gute 
Entstorung erreicht werden. 

Beisoiel 4 

Es wurde eine Bestimmung von Albumin nach der Bromcresolpur- 
pur-Methode mit einem 2 -Reagenzientest und mittels 2-Punkt- 
messung durchgef uhrt . Als Reagenzien wurden verwendet : 

Reagenz 1: Acetat -Puf f er 100 mmol/1 pH 5,3, Detergenz - 

Reagenz 2: Acetat -Puf fer 100 mmol/1 pH 5,3, Detergenz, 

52 6 /xmol/1 Bromcresolpurpur 

Die Testdurchf uhrung war wie f olgt : 

Zu 3 fil Probe wurden 250 fil Reagenz 1 gegeben und ca. 2,5 min 
danach der Probenleerwert E, gemessen. Anschlie£end wurden 
150 /il Reagenz 2 zugegeben und ca. 5 min danach der Analyt- 
meSwert F gemessen. AuEerdem wurde wahrend der gesamten Zeit 
der zeita ^hangige Verlauf des MeSsignals bestimmt. 

Die Bestimmung erfolgte an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 
717-Analysengerat unter Verwendung der Mefcwellenlangenkombina- 
tionen 700/600 nm (Stand der Technik) sowie 505/570 nm bzw. 
546/570 nm (Erfindung) . 

Der zeitabhangige Verlauf des MeSsignals fur Proben ohne Hamo- 
globin, mit 1000 mg/dl Hamoglobin und mit 2000 mg/dl Hamoglo- 
bin in Form von DCL-Hamoc obin ist fur die Wellenlangenkom- 
binat ion 700/600 nm in Ax ildung 9 fur die Wellenlangenkom- 
bination 505/570 nm in AbL ildung 10 und fu,; die Wellenlangen- 
kombination 546/570 in Abbildung 11 dargestellt. 

Es ist zu erkennen, daS bei der Wellenlangenkombinat ion 
700/600 nm der durch Hamoglobin verursachte Signalanst ieg nach 
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Zugabe von Reagenz 2 hdher ist als vor Zugabe von Reagenz 2. 
Das ist ein Hinweis darauf , da£ Hamoglobin selbst an der Reak- 
tion mit Bromcresolpurpur teilnimmt und dadurch die Albuminbe- 
stimmung gestort wird. Das Mefisignal der hamoglobinhaltigen 
Proben wie auch der Probe ohne Hamoglobin ist jedoch vor Zu- 
gabe von Reagenz 2 wie auch nach Zugabe von Reagenz 2 nahezu 
konstant . 

Demgegeniiber ist bei der erf indungsgemaSen Wellenlangenkom- 
bination 505/570 nm mit zunehmender Reakt ionsdauer eine Ab- 
nahme des MeSsignals bei den hamoglobinhaltigen Proben zu er- 
kennen, wahrend das Signal fur die Probe ohne Hamoglobin im 
wesentlichen konstant bleibt . Zur Vermeidung von Storungen 
durch Hamoglobin sind die bevorzugten Reaktionszeitpunkte 
deshalb so zu wahlen, daS unter Berucksichtigung des Verdiin- 
nungsfaktors das durch Hamoglobin verursachte Storsignal vor 
Zugabe von Reagenz 2 gleich oder annahernd gleich gro£ ist, 
wie das durch Hamoglobin verursachte Storsignal nach Zugabe 
von Reagenz 2. Im Beispiel 4 wird deshalb E lt ca . 2,5 min 
(505/570 nm) bzw. 0,5 min (546/570 nm) nach Zugabe von Reagenz 
1 zur Probe und E 2 bei beiden Wei lenlangenkombinationen ca . 
5 min nach Zugabe von Reagenz 2 gemessen. 

In Tabelle 4 ist die prozentuale Wiederf indung des Albuminge- 
haltes in Proben mit unterschiedlichem Hamoglobingehal t ge- 
zeigt. Bei den erf indungsgemaSen MeSwel lenlangenkombinationen 
505/570 nm und 546/570 nm wurde eine vom Hamoglobingehalt der 
Probe unabhangige Wiederf indung von 100 ± 4 % erreicht , wah- 
rend bei der Mefiwellenlangenkombinat ion 700/600 nm gemaS dem 
Stand der Technik mit zunehmendem Hamoglobingehalt eine starke 
MeSwertverfals'chung festgestellt wurde. 

Bei Proben, die Hamoglogin aus Hamolyse oder rekombinant her- 
gestelltes Hamoglobin enthalten, konnte unter Verwendung der 
erf indungsgemaSen Wellenlangenkombinat ionen ebenfalls eine 
gute Entstorung erreicht werden. 
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Beispiel 5 

Die Abbildungen 12 und 13 zeigen wellenlangenabhangige Dioden- 
array-Spektren der Bestimmung von Albumin nach der Bromcre- 
s solgrun-Methode mit einem Monoreagenz in einem Succinat- bzw. 
Citratpuf f er . Probe 1 ist eine Kontrolle mit 0,9 % NaCl . Probe 
2 ist Serum + NaCl und Probe 2 ist Serum + DCL-Hamoglobin . Die 
Reaktionszeit war jeweils 90 s. 

io Aus Abb. 12 ist ersichtlich, daS neben den in Beispiel 1 ange- 
gebenen bevorzugten Wellenlangenkombinationen 546/570 bzw. 
480/660 nm noch eine weitere Wellenlangenkombinat ion 600/630 
nm geeignet ist. 

15 
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Patentanspriiche 

Verfahren zur Bestimmung von Albumin in einer freies 
Hamoglobin enthaltenden Probe durch optische Messung bei 
mindestens zwei Wellenlangen, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS 

(a) bei einer ersten MeSwellenlange ein zur Bestimmung 
ausreichend hohes MeSsignal fur Albumin vorliegt, 



(b) bei einer zweiten MeBwellenlange (i) kein Mefisignal 
fur Albumin oder (ii) eine im Vergleich zum MeSsi- 
gnal bei der ersten MeSwellenlange geringeres Meftsi- 

15 gnal fiir Albumin vorliegt und 

(c) bei der ersten und bei der zweiten Mefiwellenlange 
ein vergleichbar hohes Storsignal vorliegt, das 
durch eine Reaktion von Hamoglobin mit dem zur Be- 

20 stimmung von Albumin verwendeten Testreagenz erzeugt 

wird und sich zeitabhangig andert . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
25 da& die Bestimmung als Einpunktmessung durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS der Mefizeitpunkt so gewahlt wird, daS das durch die 
30 Reaktion von Hamoglobin mit dem Testreagenz verursachte 

Storsignal bei der ersten und bei der zweiten MeSwellen- 
lange gleich oder annahernd gleich grofi ist . 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 

35 dadurch gekennzeichnet, 

daS die Bestimmung als Zwei- oder Mehrpunktmessung durch- 
gefuhrt wird. 
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5 . 



Verfahren nach Anspruch 4, 



d a d u r c h 



gekennzeichnet, 



daft die Meftzeitpunkte so gewahlt werden, daft unter Be- 
rucksichtigung des Verdunnungsf aktors das durch Hamoglo- 
bin verursachte Storsignal an den Mefizeitpunkten jeweils 
gleich oder annahernd gleich groft ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
daft man die Bestimmung von Albumin mit der Bromcesolgrun- 
Methode in einem Succinat-Puffer durchf uhrt . 

7 . Verfahren nach Anspruch 6 , 

dadurch gekennzeichnet, 
daft man die Bestimmung 

(a) bei einer ersten Meftwellenlange von 560 - 580 nm und 
bei einer zweiten Meftwellenlange von 540 - 552 nm, 

(b) bei einer ersten Meftwellenlange von 64 0 - 680 nm und 
bei einer zweiten Meftwellenlange von 470 - 4 90 nm 
oder 

(c) bei einer ersten Meftwellenlange von 620 - 640 nm und 
bei einer zweiten Meftwellenlange von 590 - 610 nm 
durchf iihrt . 

8 . Verfahren nach Anspruch 7 , 

dadurch gekennzeichnet, 
daft man die Bestimmung 



(a) bei einer ersten Meftwellenlange von 570 ± 5 nm und 
bei einer zweiten Meftwellenlange von 546 ± 5 nm, 

(b) bei einer ersten Meftwellenlange von 660 ± 5 nm und 
bei einer zweiten Meftwellenlange von 480 ± 5 nm, 

(c) bei einer ersten Meftwellenlange von 630+5 nm und 
bei ' ner zweiten Meftwellenlange von 600 ± 5 nm 
durch uhrt . 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Bestimmung 

(a) bei einer ersten MeSwellenlange von ca. 570 nm und 
s bei einer zweiten MeSwellenlange von ca . 54 6 nm, 

(b) bei einer ersten MeSwellenlange von ca . 660 nm und 
bei einer zweiten MeSwellenlange von ca . 4 80 nm oder 

(c) bei einer ersten MeSwellenlange von ca . 630 nm und 
bei einer zweiten MeSwellenlange von ca . 600 nm 

10 durchf uhrt . 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 

dadurch 9ekennzeichnet, 
daS man die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresol- 
grun-Methode in einem Citrat -Puf f er durchf uhrt . 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Bestimmung bei einer ersten MeSwellenlange 
von 560 bis 580 nm und bei einer zweiten MeSwellenlange 
von 4 90 bis 52 0 nm durchf iihrt . 



15 



20 



12. Verfahren nach Anspruch 11, 

et, 



25 



dadurch gekennzeichn 



daS man die Bestimmung bei einer ersten MeSwellenlange 
von 570 ± 5 nm und bei einer zweiten MeSwellenlange von 
505 ± 5 nm durchf uhrt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Bestimmung bei einer ersten MeSwellenlange 
von ca. 570 nm und bei zweiten MeSwellenlange von ca. 
5 05 nm durchf uhrt . 



35 
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14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
da£ man die Bestimmung von Albumin mit der Bromcresolpur- 
pur-Methode durchf iihrt . 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 

dadurch gekennzeichnet, 
daft man die Bestimmung (a) bei einer ersten MeSwellen- 
lange von 560 bis 580 nm und bei einer zweiten Mefiwellen- 
lange von 490 bis 520 nm oder (b) bei einer ersten Mefc- 
wellenlange von 560 bis 580 nm und bei einer zweiten Me£- 
wellenlange von 540 bis 552 durchf iihrt . 



16. Verfahren nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Bestimmung (a) bei einer ersten MeSwellen- 
lange von 570 ± 5 nm und bei einer zweiten Mefiwellenlange 
von 505 + 5 nm (b) bei einer ersten Mefcwellenlange von 
570 ± 5 nm und bei einer zweiten Meftwellenlange von 546 ± 
5 nm durchf iihrt . 

17. Verfahen nach Anspruch 16, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Bestimmung (a) bei einer ersten Me&wellen- 
lange von ca. 570 nm und bei zweiten MeSwellenlange von 
ca. 505 nm oder (b) bei einer ersten MeSwellenlange von 
ca. 570 nm und bei bei einer zweiten MeSwellenlange von 
54 6 nm durchf iihrt . 



18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, 

dadurch gekennzeichnet, 
daft die Messu~g nach einer Reakt ionsdauer von 0,5 bis 
10 min . erf olg . 



35 
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19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man eine Probe bestimmt, die Hamoglobin aus Hamolyse 
enthalt . 

5 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
daft man eine Probe bestimmt, die vernetztes Hamoglobin 
enthalt . 

10 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
da£ man eine Probe bestimmt, die rekombinant hergestell- 
tes Hamoglobin enthalt. 

IS 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 9 und 20, 
dadurch gekennzeichnet, 
date die Bestimmung als Einpunktmessung bei der Wellenlan- 
genkombination (a) nach einer Reaktionsdauer von 5 bis 7 

20 min oder bei der Wellenlangenkombination (b) nach einer 

Reaktionsdauer von 2 bis 3 min erfolgt. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 9, 19 und 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 date die Bestimmung als Einpunktmessung bei der Wellenlan- 

genkombination (a) nach einer Reaktionsdauer von 1-2 min 
oder (b) nach einer Reaktionsdauer von 1 bis 3 min er- 
folgt . 



30 24. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 13 und 19 bis 
21, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Bestimmung als Einpunktmessung nach einer Reak- 
tionsdauer von 20-90 sec. durchgefiihrt wird. 
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25. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13 und 19 bis 
21, 



daS die Bestimmung mit zwei Reagenzien als Zweipunktmes- 
sung durchgefuhrt wird, wobei die Messung des Analytwerts 
0,2 bis 5 min nach Zugabe des zweiten Reagenz durchge- 
fuhrt wird. 



26. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17 und 19 bis 
21, 



daS die Bestimmung mit zwei Reagenzien als Zweipunktmes- 
sung durchgefuhrt wird, wobei die Messung des Analytwerts 
0,2 bis 8 min nach Zugabe des zweiten Reagenz durchge- 
fuhrt wird. 

27 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 26 , 

dadurch geke n n zeichnet, 

da£ nach der Bestimmung keine rechnerische Korrektur des 
Analysenergebnisses stattf indet . 

28 * Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Bestimmung an einer Serum- oder Plasmaprobe 
durchgefuhrt wird. 

29 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2 8, - 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man das Verfahren an einem Analyseautomaten durch- 
f uhrt . 



dadurch 



gekennzeichnet, 



dadurch 



gekennzeichnet, 
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